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論 文 内 容 要 旨
田hes七 〇ragepro七einsofleg.乱}me.seeasarecom]posedof七wo
・・j・rf・ar七iQ・r・..Y‡cili旦・唄1・gumi・ ・II1}・e七w・七yprsofp「 〇七eins
havesedimen七a七ioncoefficien七sof.ap:proxima七e7SandllS・S七ruc一
加 ・・1・ 七udiesh・v・ ・年v・a1・d七h・七 七h・legumin一七ypgP堪 ・inpossesses
anuniversalstructureoftwelvesubunitswhicharepackedintwo
hexagons,placedoneon七heo七her.Howevernoneof七hes七ruc七ure
modelsof七hevicilin一 七ypepro七einhasbeenpropos .ed.Theexis七ence
ofseveralvicilin一 七ype:pro七einsa,nd七hehe七erogenei七yofmos七7S
prepara七ions..appear七 〇mak6七heel.ucida七ionof七heirs七ruc七uresa,
formidableproblem.
B・ 七・一・・nglγρinin・ ・vi・ 茸i阜 一七yp…yb・ 鱒pr・ 七・in・ ・ap・bl・ ・f
7S⇒9Sisome士iza七ioniscomposedofdifferen七conglycinins.The
repor七edpr臼:para七ionsofbe七a,一conglycinin(7Sglobulin)con七ain
someof七heseconglycininswi七h.differen七composi七ionsand,七here-
fore,differentproperties..Thisinvestigationpresentsastraight
forwardprel)ara七ionwhichensures七ha七allof七heseconglycinins
arepresen七(Ch昂1)七er1),.七heisola七ion乱n46harac七eriza七ionof
theseconglycinins(Chapter2), .andthepropertiesoftheirconsti一
七ue耳 七PQIypep㌻i母es(Chε レP七er.3).・Thesubuni七s七ruc七uresof七hecon-
glycininsareproposedbasedonthepropertiesofthemolecular
f・・m・.・nd七h・i・ ・ubu耳i七 ・(Ch・p七 ・r4).Th・ ・ec・n・ 七i七u七i・n・f.七h・i・
qua七ernarys七ruc七uresfrom七hesubuni七s,whichsuppor七s七hes七ruc-
tureproposal,(Chapter5)andtheircharacteristicsofassociation
dissociation(Chapter6)werealsoinvestigated.
Chapter1.FractionationofMajorSoybean.ProteinsandTheir
Charac七eriza,七ion
Fac七〇rsaffec七ing七heprecipi七a七ionofglycinin(11Sglobulin)
inTris-HClbufferswereinvestigatedinordertodeterminethe
optimumconditionforsimultaneousfractionationofbeta-conglycinin
and:glyci.nin.ltwasfoundthatthetwoglobulinscouldbefractio-
na七edby七heirdifferen七solubili七iesindilu七eTri.sbuffers.A
simple,large-scalemethodforfractionationofthetwoglobulins
a、ndwheypro七einsispresen七ed.Ul七racen七rifugalanalysis,disc
elec七rophoresisandilnmun6diffusionind.ica七edveryli七 七lecross-
contaminationbetweenthepreparedfractions.
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密hefrac七iQna七ionprocedurepermi七 七ed七hequa,n七i七a七iver6covel
・f七h・7Sg1・b・lin・Be七a一congly・i阜inw骨s ..i・・1a七 ・df・ ・m七h・7Sgl・ 一
bulinfra,c七ionbyDEA耳 一Sepha,dexA-50columnchromatographya,ndgel
fil七ra,七iononSepharose6B.The7S零9Sisomeriza七ion.charac七erisもi`
ofbe七a-conglycininwasusedasabasisfori七spurifica七ionbygel..
fil七ra七ion(F丈gs.1,2).
Chap七er2。 工sola'bio箪andqhara,c七eriza七 ‡ohofMuエ 七ip:LeConglycinins
J
B・七a一・・ngly・i・ihw・ ・f… 七‡・・a七・d
.i・七・ ・i・di・ キ尊 ・七 ・・mp・n・n七 ・
・n…um…fDEAE-S・ph・d・x・ 田h・.・i・ ・g・p9… 七・(desig・ ・七・dB、 一 七・
B6-conglycinins)werecharacterizedby.discelectrophoresis.Gel
・・ec七・・ph・resi・andg・1.…6七 ・6ギ6…i・g.輌i6・ 七・d伽 七 七h・ ・i・ … 一
glycininsareisomerscontainingvaryingproportionsofthreekinds
ofsubunits(a,a'andR).Thesixconglycininsareallglycopro一
七・insco噸iningmannosean鯨luc。sami早e・ .They.diffe「..iρ..七heN一七e「一
minalaminOaCidCOmpOSi七iOI1・
TheconglycininsBltoB4areimmunologicallyidenticalwith
oneano七herandwi七h七he七 〇七a,lbe七a-conglycinin.Theconglycinins
B5andB6,whichcomprisednoRsubunit,arepartiallyidentical
wi七h七he七 〇キ&1.prQ七 βin.So田e・.an七igeロicde七erlninan毛s...七ha-ba,e..
lackinginB5-andB6-conglycininsareexpectedtobelocatedon
七h合 β ・ubμni七(Fiξ ・3)・
os
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FractionNo.
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Frac七iona七ionof七heconglydininsonDEAE-Sephadex
A-50.
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〒CARBOHYDRATECONTENTOFTHEISOLATEDBETA-CONGLYCININS
MannoseGlucosamine
Bl-Congfycinin2.9
Bz-Conglycinin2.9
B,一Conglycinin3.2
B,一Conglycinin3.5
B,一Conglycinin3.9
B6-Conglycinin4.1
Totalbeta-conglycinin3.3
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
N-TERMINALAMINOACIDCOMPOSITIONOFTHEISOLATEDBETA-CONGLYCININS
CompositionsarpcxpressedinmQlofaminoacidsper2・105.gN2ph-protein.
Aminoacid Isolatedbetaconglycinins
BIBZB3B.BSB6
Total
beta-conglycinin
ValineO.72
Leucine2.08
TyrosineO.35
GlutamicacidO.30
GlycineO.07
SerineO.10
Alanine-
Asparticacid-
Valine/leacineratioO.35
0.97
2.26
0.as
O.16
0.H
O.43
1.28
1.16
0sz
O.31
0.20
0.03
1.10
1.60
0.93
0.46
0.26
0.11
1 72
2.30
0.19
0.sz
o.2s
O.06
10.7
2.33
0.17
0.54
0.zz
8
13.7
1.11
1.08
0.ao
O.29
0.18
0.08
0.07
0.03
i.03'
(一):valueslessthanO.03.
Ch・p七 ・・3 、・Immun・lqgi・al・ndPhy・i・ ・ch・mi・alp・ ・p・r七ies。f
七heSul)uni七s
To七albe七a-conglycininwasdissocia七edand .frac七iona七ed.on.
columnsofDEAE-andCM-Sephadexinbufferscontaining6Murea
.
Threemaj・r(α,α'andβ)andl・n・min・ ・(γ)。ubuni七 。w。r。i白 。1a七 。d
andfurthercharacterizedbygelelectrophoresisandgelelectro -
focusing.Gelelectrophoresisinureaandinsodiumdodecylsulfate
,
andg・lfil七 蹴i・nin6Mgu・nidin・hyd・ ・chl・・id・g・v・am。1ecul。 。
weightof57000fora,a'subunits
,and42000forRandYsub-
uni七s.Theisoelec七ricpointsof'もheisola七edsubuni1)swere.asf61 -
lows:a,4.90;a',5.18;R,一5.66-6 .00.Ongelelectrofocusing
,p
subunitshowedfourmicroheterogeneouscomponents;threeofthem
comprised95%of七he土 〇七a1βsUbuni七 .
LeucineandvalinewereN-terminalaminoacidofRanda
,a'
subunits.Theisolatedsubunitscontainedmannoseandglucosamine
■n.var)7■ngqua丑 土i七ies .田wocarbohydra七emoie七i .esw'erec翫lcula出ed.
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f・r・n・m・1・ ・fα ・α'subuni七 ・;a岬 ・n・.・a・b・hyd・a七 ・m・i・ 七yf・rβ
・ubuni七IC…id・r・bl・ri・i1・ri七yi・ 七hramip9・ ・i4・ ・mp。・i七i・n・f
aanda'subunitswasobserved.TheRsubunitwasdevoidofcysteine
・nd・ ・七h.i・i・6;・hdi…mpari忌 ・・wi七h・,α 警sub・hi七 ・,h・dhigh・r
contentofhydrophobicaminoacids(Tablel).
Th。i・.・1。 毛。d・ub・ 面sexhibi/も ・n七ig・n-an七ib・ayre・ 。七i。nwi七h
an七isera'bo七hena七ivebe七a-conglycinin.Eachof七hemis主)ar七ially
id・n七i・alw手 もh七h・ 七〇七・lp「 〇七ein・andwi頓c.・ngly・i・in・B1七 ・B4.・
Theαand(x冒subuni七sar6inaddi七io旦id〔lnで)ic耳lwi七heacho七 葺erand
withconglycininsB5andB6.Theyareimmunologicallyunrelated
wi七hβsubuni七.TherecoveryofimmunQ-proper七iesfrom七heindivi-
dualsubuni七sma,ybea七 七ribμ 七ed七 〇 .七herecons七ruc七ionof1)he1)hree
dim・n・i・n・1・ 七ru・ 七ureup・nrem・v・1・f母 ・n・加 蜜ing…g・n七 ・(Fig・3)・
dhaP七er4.Sul)uni七S七ruc七ureofBe七a-Conglycinin
Somemolecularpropertiesofbeta-conglycininweredetermined.
Thesedimentationcoefficients,S20w,oftheproteinatO.5and
Q.lionics七reng七hwere7.2(7Sform)and10.7(9Sform).Thesix
c.ong↓ycininshavingidenで)ical .u七ra,viole1)absorp七ioncurve.sma,ybe
seg・・g・七・di・ 七・ 七h・eeg・ ・up・(A・
.BandC)・n七h・b・ ・i・ ・f七h・i・
Stokesradius,subunitandaminoacidcompositions.
Themolarcomposi七ionof七heα,(x'andβsu1)uni七s .in1)hesix
…g・y・i・i・ ・ 寵・・inv・ ・七ig・キ・曲yg・ ・.・1ec七 ・・ph・・esi・i油 ・・a/ace七i6
.・・id・ndinu・ ・a/SDSb・ff・r・ 」Th・ α.(・nd/・ 士 ・ り ・ndβ ・・b蝉 七・w…
presentinamolarratioof1:2inthemoleculeofB-andB2-con-
glycinins(groupA),andinamolarratioof2:1inB3andB4-con-
glycinins(groupB).Thewanda'subunitswerepresentinanappro一
器1,艦.「a七'061'言1'nB3'land.a㎜1㌣ 　 .「a七i?ofl31'n.B5'
Th・m・ ・…a七i・ ・f・/α 「sub・ ・i七i・B5一 ・・ng・y・i・i・lb・mp・ 七・d
fromtheaminoacidcompositionoftheproteinanditssubunits,
isingoodagreementwiththeresultofgelelectrophoresis.The
・ubuni七 ・・mp・・.i七i・n・ ・fB、 七・B4・6・ ・9・y・i・i・ ・.・a・・d・・七・df・ ・m七h・
N-terminalaminoacidandfromsugarcompositionarealsoconsistent
withtheelectrophoresisresults(TableII).
.Thesefindings,七 〇ge七herwi七h七hemolecularwe.igh七 〇f七he
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pa,ren七 甲01eρulesan4七heirsubu耳i力 吊・indica七e七ha七 七he7Sform.of
七he .conglycininsconsis七 串ofウhre.『.subuni七s・Fro甲 七he.considera七 ‡on
ofsyme七ryofsubuni七sinpro .七eiロs,1七isp.Qs七ula七ed七hζ 七 七he7S
moleculeshaveacyclics七rμc七urea璋d.カhe .9呂forrnqf七hecOng1γci一.
ninscons1.s七sof七woiden七iq昂1 .c.yclicensembl臼sfaci耳g.eacho七her..
Beta-conglycinin:
9Sform?
?
7Sform
XY
x+y+z=3
x=0,1,2,3.
y=0,1.
z=0,1,2,.
α
Xα 冒yβZ
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
α 冒.β2
??
?
?
?
、
??
?
?
?
?
?
?
???
?
?
?
B2-
aR2
罐
、屍ρ。
?
?
B._3
αα'.β
?
?
??
?
?
?
?
?
B5一
α2α 曾
da
d
B6-conglycinin
a3
GroupA GroupB GroupC
Schenla・も.i.cfe戸r.6sen七a七i6nQf七hesubuni七s七ruc七ure.of
b・七・一…gly・i・i・.・ ・dB、 七・.86十・・hg1享・i・i…
隼ap七・項 ・Rr・q・ ・七・ゆ ‡on..・f七h・Ωua七e「n・ぞyS七「・・七u「・・
The:isola七ed.α,α 雪.andβsubuni七swere.unfold6d.inもhe:phos-
pha七e..buffefc.on七ainihg6M.urea..UponremovalofUre鼠,..self-aggr.e-
gationofthesubunitsoccurred.Theaggregation,andthereconsti一
七u七ioロof.七he.molecu].arforms.fヱom.七he七hヱ6.e.s血buni七 白}㌔rereihves七i」
ga七edby..dis¢elec七rQPhoヱ6.sisahd.uh)racen七rifu窪alanalysisゼ.
TheasubunitreassociatedintheabsenceofureatoformB6
conglycininanda..16S ..a.ggrega七e.6Mos七〇fもheα;,subuni七accrued七 〇
build:a7Saggregate.whichshowedadistinctbandondiscgel-and
hadnol∬7S≠=9Sisomeriza七ion6harac七eris七ic.Theβsuわuni七associa七ed
七〇con.s七ruc.七al6Saggre .ga七e.a七 〇 ・05ionic・s七reng七h,pH8.4(:Fig.4)。
T.hesixcong:Lycininscould.berecons七i七u七ed.bymixing七he七hree.
subunitsinureasolution,andsubsequentdialysisagainstphosphate
buffe「 ・Ac6mbi蹴i・n・f.αand"'s・buni七 ・pマ ・ducedB5…ngly・inin;
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acombinationofa'andRsubunitsgaveB1-conglycinin.Several
m・lecularf・rm・we・ ・.reg・n・ ギa七・df・ ・mmix七ures・fα(α,のa孕dβ
subu垣 七s.
Th・resuユ七・ ・r・discμsse卵i七h・ ・g・τd七 ・ 七h・ 七・np9忌 ・ib・・
isomers(aXa'yRZIofbeta-conglycinin.
魍 ・ .準ssoriaキionand.DirsQc手a即P耳ehomena
貧eversible.andi.rreversibled‡ .ssocia七‡opspf.七he..conglycinins
wereinves七iga七ed.byul七racen七rifu.ge,di.scelec七rophoresis.a,nd
immunodi .ffusion..The.、conglycininsofgroupsBland.C.dissocia七.eda,七
apl)aren七lyhigkler.ra七es七han七hoseQfgrQupA,..whicharecomposed
predominan七lyofβsubuni七 ・Theαsub{1ni七.waSdilSsocia.七edfrom七he
・・ngly・inin・B3七 〇B6a七i.onics七 ・・ng㌻h《O・Ol.・Th・diss・.・.ia七i・n
wasreversib↓ebu七resul七e4in七hemol.eCularrearrangemen七 .s,i・e・
七hegenera㌻io亘ofmul七iplemolecularforlns・
Theoligomerics七ruc七uresweres'もable.aも1》O.1.Comエ)1♀ 七e
dissoc.ia七iona七;[=0・Olwasachievedin4Murea(groupS.BandC)
and5Mureasolu七ions(groupA)。Thedissocia七ionlinur.ea.solu土ions
　 　コ
wasreversible。
・・七・二・・ρ・・y・・早・・h・ 壁.・.ゆ ・・ics七 ・蜘 ・r.(7S)..・七 主..・.q5.・nd
pHi・ キh・r3・g・ ・f↓ ・q-1・・5・.耳・v…ib・gdir・ ・ρi早やi・n.手ぬ七9・ub・・i七・
a'PPeareda七pHl2・9.・、1雫reversネbled孝ssocia七ion.Qccureda七pHl3・0・
工onics七reng七h
0.5
Ool
o.ol
七rimer monomer pep七ide
1.02.04.811.012.013.OpH
(lp)
Schematicrepresentationoftheconformationof
be七a-conglycinina七vaτiouspHandionics七reng±)h。
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Conclu.sions一
(1)B・ 七・一.・6ngly・i・in,.q・・n七.i七耳七iv・lyrec・v…dby・n・wi・ ・la一
七i・nm・ 七h・d…n・i・ 七・ ・f
.・七1・.・ ・七.・i…ng・y・i㌣i…Thesρ ・・早gly6i一
・in・ …i・ ・m・r・resul七i昇gf廿 ・血v・ ・i6usc.・mbina七i・n・ ・f・ ・mm・早
・ub・・i七 ・・Th・phγ ・i・・ch・mi・a・ .・ndi…n・.・ ・gi・a・p・ ・P・・七ies・f七h・
conglycininsdiffer七 〇sg!neex七en七fromQneano七her.
(2)Th・i・ ・1a毛 ・d.6・ngly・inin・ …m・d6ゆ ・f七h・ ・6kind・ ・f
subuni七s.These.subuni七s...areisola七edand.charac七erizedfor土he
firs七caseof.vicilin一 七ypeI)ro七einr
(3)The..conglycininshavea,七rimerics七ruc七urea七 〇.5ionicコ
s七reng七h.andahexameric.s七 士uc七urea七 〇.lionicsガreng七h.The.mole-
cularmod610f七hehexameric.s七ruc .七ureissimilar.七 〇 七ha七 〇fglyci-
nin.,.on.七hebasis.ofne.w.concep七ionon七he.s七ruc七ureof七hela,七 七er.
Thesubuni七sofbe七a-conglycinina「eeqga七edwi七 塾.七he"in七e「media七e
subuni七s「「ofglycinin,which.consis七 〇f七wopolypep七idechains.
(4).Thequa七ernarys七ruc七ureof.七h.econglycininsiss七ablea,七
1》.0.1.Reversibledissocia七ion.occ廿rsa七1《0.0:L,a七pH121
0rinUreaSOlU.七iOnS.
1即 ・n頓 ・七w坤1・gumi浄 「鱒 ・ 孕・・七・i・・whi・h・eem・h・m・9・n・g・ ・
.・ndFギsゴr6・・伽 ・七・叫f… ← 七・8・i・d・ ・君P9・ γ・・p七id・..・h・i… 七h6
・・」・・.・i6il手・gf.5・yb6・np埜 ・七・'・・i.・.h・七・rρ琴ρhρ・u…d .… 吊・・ 只・
・f七h・ee.kind・6fp61yp6P七id・.bhain6」Bu七.f・ ・m七h・.qua七6mary.・ 七・u・一
七u・ ・p・in七 ・fvi・w,七h⑱ 七w・P・ ・七・1n・ …v・ ・ySimil…
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TableI
AMINOACIDCOMPOSITIONOFTHEISOLATEDSUBUNITS
Aminoacid Residuesper100amino
acidresiduesa
Observedresiduesper
subunitb
Moleinterger
C! a' β a a' β a a' β
,
Asparticacid
Threonine
Serine
Glutamicacid
Proline
Glycine
Alanine
Half-cystine
Valine
Methipnine
Isoleucine
Leucine
Tyrosine
Phenylalanine
Lysine
Histidine
Arginine
11.76
2,19
6.60
20.49
x.07
4.42
4.57
trac
a.a2
0.42
5.75
8.68
2.31
5.21
6.22
1.17
8.70
11.00
2.32
6.50
21.36
6..50
4.48
4.26
0
4.82
0.4$
4.88
7.45
2.25
5.07
7.31
3.65
7.16
12.98
2.68
7.21
16.73
5.09
4.41
5.33
0
5.40
0.ii
6.21
10.42
2.58
6.39
5.34
z.02
7.09
55.27
10.29
31.02
96.30
33.23
20.77
21.48
trace
20.77
1.97
27.03
40.80
10:86
24.49
24.23
5.50
40.89
51.70
10.90
30.55
100.39
30.55
23.41
20.02
0
22.65
2.26
22.94
35.01
10.58
23.83
34.36
17.15
33.65
45.72
9.44
25.39
58.92
17.93
15.53
18.77
0
19.02
0.39
21.87
36.70
9.08
22.si
18.81
7.11
?4.97
?
?
?
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aHydrolyseswerecarriedoutfor20and70h.Valuesforthreonineandserinewereextra-
polatedtozerotimeofhydrolysis.Valuesforproline,histidineandlysine,werethosefor2Uhhydrol-
ysis.Valuesforvaline,isoleucine,leucineandphenylalaninewerethosefor70hhydrolysis.Theother
valueswereaveragevaluesobtainedfromthreeobservations.
nAminoacidresidues/subunitwereCalculatedonthebasisof54000gfora
,a';and40500g
fbrβsubunit.
TableII.Subunitcompositionoftheconglycinins
d,d7βratiq・ dLノ』ビratiOS
ConglycininsAU SOS/UN-TerminiA.A.Comp.SugarSDS/UA.《.P卜oposa1
B1-
BZ-
B3-
B4-
B5-
B6'
TotalSeta
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?
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?
?
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1.37.1.40
1.91
?
?
?
?
?
?
?
2.46
1.39
z.os
1.54
z.ii
メや2
dP2
d頃'P
"2P
メ2♂F
賦3
Molarsubunitratiosbygelelectrophoresisinurea/aceticacid(AU),in
urea/S[jS.(SDS/U),andfrom阿一termina1,aminoacid(AのA)andsugarcompositions.
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審 査 結 果 の 要 旨
Beta-Conglycininは大豆蛋白質の2主 要成 分の・1つで分子量は約18万,マ ンノースとN
一アセルグルコサ ミンを約4%含 む糖蛋 白質である。イナン強度の変化で可逆的に7S29Sの 解離
会合反応を 行なう性質があ り,2成 分 以上の ものか らな ることが知 られ ている・
本研究で新 しい単離法を考 究 し16成 分を初あて定量的 に明 らかにすることが出来,サ ブユニッ ト
の レベルで大豆Beta-Conglycininの構造を究明 した。
6成分 は何れ もサブユニッ ト構造をと り ,3種類のサブユ ニツ トが分離確 認された。6成 分は物理
化学的お よび免疫化学的諸性質 がそれぞれ幾分 つつ異なっていた。3種 類の サブユニツ トは2種 類の
分子量 が57,000,1種 が42,000でア ミノ酸組成お よびN一 末端 ア ミノ酸,糖 組成 等が明 らかに
された。
分離確認 された,こ れ ら3種 類(α,α',β)の サ ブユニツ トレベルでBeta-Conglycininノ6種 類 の 構 造 を 種 々 検 討 し た 結 果 以 下 の よ うに 推 定 し た 。GroupA(B1)α ,β,β(B2)α,
β,β;G・ ・upB(B3)・,・',β(B4)α,α,β,G・ ・upC(B5)α,・,・',(B6)・,・
α ,α,ま た そ れ ぞ れ の 分 子 の 間 に おけ る サ ブ ユ ニ ツ トα,α',β の 割 合 につ い て 研 究 しGroup
A(B1,B2)で は α(或 は αノ)とβ の モ ル 比 が1:2,GroupB(B3,B4)で は2:1,
しか もB 、3では α:α ノは1:1,GroupC(B5)で は α:α!が2:1で あ る こ と を 明 らか に し
たQ一
続 い て こ れ ら構 造 を 確 認 す る た め に これ ら3種 類 の サ ブ ユ ニ ツ トか ら 元 のBeta-Gonglycinin
の 復 元 を 行 い 成 功 し た 。
以上 の よ うな 成 果 は 単 に 植 物 化 学 と して ぽ か りで な く植 物 性 蛋 白質 の 合 理 的 利 用 上 か ら も非 常 に 有
益 な 知 見 を 加 え た も の で,審 査 員 一 同 は 学 位 を 授与 す る の に 十 分 な:資格 あ る もの と判 断 し た 。
一388一
